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研究成果の概要（和文）： 
低温シグナル伝達因子 ICE1 の転写活性化様式を明らかにする目的で、ICE1 に点変異を導入し
たところ、ICE1(S403A)では分解が抑制され、タンパク質が安定化することで低温耐性を促進し
ていることを明らかにした。また、ICE1の相互作用因子の単離を行い、MYC型転写因子、キナ
ーゼの他にカルモジュリン様タンパク質を同定した。カルモジュリン様タンパク質については、
低温応答及び低温シグナル伝達に関わることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To identify the transactivation system of ICE1, which is a regulator of cold signaling, 
site-directed mutagenesis was introduced. Substitution of serine 403 to alanine inhibited 
degradation of ICE1, consequently, ICE1(S403A) was stabilized. This stabilization leads 
to improving cold tolerance. And to understand the regulatory mechanisms of ICE1, 
interactors of ICE1 were isolated by yeast 2-hybrid screening. MYC-type transcription 
factors, kinases, and calmodulin-like proteins were identified as ICE1-interactors. 
Furthermore, the results suggested that calmodulin-like proteins are involved in 
regulation of cold signaling and cold tolerance. 
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１．研究開始当初の背景 
低温シグナル伝達に関わる既知因子として
最上位として考えられる ICE1 の調節機構と
して、翻訳後修飾因子 SUMO が 393 番目のリ
ジンにけつごうすることによって調節され
ることを研究代表者は明らかにしていた。し
かし、ICE1 の詳細な調節機構及び ICE1 自身
の活性化に関する詳細な機構は分かってい
なかった。研究代表者は SUMO 化部位(K393)
周辺の配列が、ICE1 ホモログの間において非
常に保存されていることを見出し、その周辺
に点変異を導入した。すると 403番目のセリ
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ンを置換した ICE1 では転写活性化能が上昇
することが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ICE1の調節機構を明らかにする
ことを目的として研究を行った。具体的には
以下を目的とした。 
 
(1) 転写活性化に関わる 403番目のセリン残
基の詳細な機構及び S403の SUMO化への影響
を明らかにすること。 
 
(2) ICE1相互作用因子の単離及びその相互作
用因子がどのように低温シグナル伝達に影
響を与えているかを明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
(1)S403がもたらす転写活性化機構 
①ICE1(S403A)における低温応答への影響。
ICE1(WT)または ICE1(S403A)を導入した形質
転換植物を作製した。この際、後述の実験の
ため、ICE1には T7 タグを融合させた。それ
らの植物体を低温に曝し、生存率を明らかに
することで凍結耐性を調べた。また、低温に
曝した場合、細胞が破壊されることで細胞内
のイオンが細胞外へ放出される。このイオン
の放出を測定することで低温に強いかを明
らかにすることができる。ICE1(WT)及び
ICE1(S403A)を低温に曝した後、イオン流出
量を測定して、上記生存率とともに、低温耐
性の評価として行った。 
 
②低温応答遺伝子の発現評価。ICE1(WT)及び
ICE1(S403A)形質転換植物を低温に曝し、3, 6, 
12, 24時間後にサンプリングを行った。これ
らの植物体から RNAを抽出し、逆転写酵素を
用いて cDNAを作製した。この cDNAに対して、
低温応答性遺伝子である CBF1, 2, 3 及び
COR47, KIN1 遺伝子特異的プライマーを用い
て PCRを行った。この際、SYBRの DNA2 本鎖
へのインターカレーションを指標として定
量的 PCR を行った。 
 
③低温時における ICE1タンパク質の安定性。
ICE1は低温暴露後 16時間以上経つと分解が
始まる。そこで、ICE1 の安定性を調べるため、
GFP-ICE1(WT)及び GFP-ICE1(S403A)形質転換
植物を作製し、GFP の蛍光を低温処理前後で
比較した。また①で作製した形質転換植物を
用いて、ICE1のタンパク質量を T7タグ抗体
によるウェスタンブロット解析により検出
し、タンパク質量を比較した。 
 
④ユビキチン化の検証。上述のように ICE1
は低温暴露後に分解されるが、これはユビキ
チン E3リガーゼ HOS1 によって ICE1がポリ
ユビキチン化を受け、プロテアソームによっ
て分解される。ICE1(WT)と ICE1(S403A)のユ
ビキチン化の様相を調べるため、T7タグ抗体
により免疫沈降を行った。その免疫沈降物に
対して、ユビキチン抗体を用いたウェスタン
解析を行った。また in vitro ユビキチンア
ッセイを行った。方法は、組換え HOS1 及び
ICE1(WT)または ICE1(S403A)を作製し、ユビ
キチン化キットを用いて ICE1 に対するユビ
キチン化を行った。 
 
(2)ICE1 相互作用因子の単離及び相互作用因
子の低温シグナル、低温応答への影響評価 
①BiFC (Bimolecular Fluorescence 
Complementation)による確認。酵母２ハイブ
リッドシステムによってポジティブな結果
が得られた因子に対して、相互作用の確認が
必要である。その方法として BiFC法を用い
た。この方法は YFP を N 末と C 末に分割し、
相互作用が見られないと、N 末又は C末のみ
なので YFPの蛍光は見られないが、相互作用
すると N 末と C 末が近接するため、相互作用
が検出できる。ICE1と N末を融合させたプラ
スミドと相互作用因子と C末を融合させたプ
ラスミドを用意した。シロイヌナズナの葉に
セルラーゼを加えて細胞壁を分解して、プロ
トプラストを作製した。上記プラスミドを
PEG法により導入した。24-48 時間培養後、
YFPの蛍光を顕微鏡で観察した。 
 
②相互作用因子の低温耐性及び低温シグナ
ルへの影響。相互作用因子の変異株又は過剰
発現体を作出し、(1)①に示した方法で低温
耐性を調べた。また、(1)②に示した方法で
低温応答性遺伝子の発現を調べた。 
 
③カルモジュリン様タンパク質(CML)と ICE1
の相互作用様式。一般的にカルモジュリンは
カルシウムの添加によって構造が変化して
相互作用しやすくなる。そこで、CMLと ICE1
の相互作用がカルシウム依存的であるかを
pull-down法を用いて検出した。Pull-down
の方法であるが、まず組換え ICE1-ProS2タ
グ及び CML-MBP タグタンパク質を作製した。
それらのタンパク質を混合し、ProS2タグ抗
体により免疫沈降を行い、SDS-PAGEで分画後、
MBP抗体で検出を行った。その際、カルシウ
ムを添加、又はカルシウム特異的キレート剤
である EGTA を添加した。また、共免疫沈降
を行った。タバコに T7-ICE1 及び CML10-Flag
を一過的に発現させた。その後、タバコ粗タ
ンパク質から Flag 抗体で免疫沈降を行い、
SDS-PAGE で分画後、T7抗体を用いたウェス
タンブロット解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)ICE1(S403A)による低温耐性増強及びタ
ンパク質の安定化。 
  
①ICE1(S403A)による転写活性化能の上昇及
び低温耐性の上昇。SUMO 化部位(K393)の近傍
に位置するセリン及びスレオニン残基をア
ラニンに置換して転写活性化能を測定した。
すると S403A に置換した場合に野生型 ICE1
と比較して転写活性化能が倍近く上昇した。
そこで ICE1(S403A)は ICE1(WT)よりも高い能
力を持つと考え、低温耐性能を比較した。
ICE1(WT)と比較して、ICE1(S403A)では凍結
耐性が上昇した(図 1)。また、低温応答性遺
伝 子 の 発 現 状 況 を 調 べ た と こ ろ 、
ICE1(S403A)形質転換植物において、低温応
答性遺伝子の発現が上昇していた。 
 これらの植物が他に影響を調べたが、植物
の伸長や生育、気孔の発達は野生株と同様の
表現型を示した。また、ICE1(S403A)が機能
的に ICE1(WT)と同様であることを確認する
ため、ice1 scrm-2 変異株に形質転換したと
ころ、ICE1(WT)を導入しても ICE1(S403A)を
導入しても、両方とも変異株を相補すること
が出来たため、両者に機能的な差異(低温耐
性増強以外)は認められなかった。 
 
②ICE1(S403A)タンパク質の安定化。次にど
のようにして、ICE1(S403A)が低温耐性を増
強したのかについて明らかにするため、
ICE1(S403A)と ICE1(WT)のタンパク質量を比
較した。通常 ICE1は低温に 16 時間以上曝さ
れると分解されることが知られている。そこ
で、低温処理前後で ICE1 タンパク質量をウ
ェスタンブロット解析により調べたところ、
ICE1(S403A)ではタンパク質の分解が抑制さ
れていた(図 2a)。同様にタンパク質量を GFP
に よ る 蛍 光 を 指 標 に 調 べ た 結 果 、
ICE1(S403A)において GFP の蛍光の減少が
ICE1(WT)に比べて抑制されているのが確認
された(図 2b)。このことは、S403Aの置換に
よって ICE1 タンパク質の安定性が増したと
いうことである。 
 低温処理後の ICE1 の分解にはユビキチン
E3 リガーゼ HOS1 を介したポリユビキチン化
が関与していることが分かっている。そこで
ICE1 のポリユビキチン化に違いが生じてい
る か を 調 べ た 。 T7-ICE1(WT) 及 び
T7-ICE1(S403A)を T7 抗体を用いて免疫沈降
を行ったあと、ユビキチン抗体を用いてウェ
スタンブロット解析を行ったところ、
ICE1(WT)ではポリユビキチン化されたバン
ドが検出された。しかし、ICE1(S403A)にお
いてはポリユビキチン化されたバンドは検
出されなかった(図 3)。ただし、in vitro に
おけるユビキチン化アッセイを行ったが、
ICE1(S403A)でもユビキチン化された。 
これらのことから、S403が直接のユビキチ
ン化部位でなく、細胞内において S403 に何
図 1、ICE1(S403A)により低温耐性が増強され
た。(a)野生株、(b)ベクターコントロール、
(c)ICE1(WT)形質転換植物、(d-f)ICE1(S403A)
形質転換植物。-8℃で処理を行い、室温に戻
して 1週間後の植物。ICE1(S403A)では高い生
存率を示した。イオン流出を測定した実験で
も同様に、ICE1(S403A)の低温耐性が確認され
た。 
図 2、ICE1(S403A)はタンパク質の安定化に関
わる。(a)ICE1(WT)は 24 時間の低温処理によ
り分解が促進されたが、ICE1(S403A)は分解が
抑 制 さ れ た 。 (b) 上 記 の 結 果 と 同 様 、
GFP-ICE1(WT)の蛍光は低温処理により顕著に
減少しているが、GFP-ICE1(S403A)の蛍光は低
温処理後も保たれている。 
 
図 3、S403Aはポリユビキチン化に阻害的に働
く。ICE1 は低温処理後ポリユビキチン化を受
けるが、S403Aの置換により抑制された。 
  
らかの修飾が行われることで、ユビキチン化
に阻害的に働いている可能性が示唆された。
また、S403A置換が SUMO 化に与える影響を調
べたが、特に変化は見られなかった。以上の
結果から、S403A の置換により ICE1タンパク
質が安定化することで、低温シグナル及び低
温耐性が増強されたと考えられる。 
 
(2)ICE1相互作用因子の解析 
①ICE1 相互作用因子を単離し、BiFC 法によ
り相互作用を確認した。確認した因子は、キ
ナーゼ、カルモジュリン様タンパク質、及び
MYC型転写因子である。ICE1 は核に移行する
ことが分かっているので、これらの相互作用
因子は核内において相互作用が見られた(図
4)。このことから、今回単離した因子は ICE1
の相互作用因子であることを確認した。 
 次にカルモジュリン様タンパク質(CML)に
ついてより詳細に研究を行った。カルモジュ
リン様タンパク質の過剰発現体及び RNAi に
よる発現抑制体を作出した。これらの植物体
を用いて低温耐性を調べたところ、過剰発現
体において低温耐性を示し、RNAi 発現抑制体
では低温感受性を示した。 
 また、これらの植物体における低温応答性
遺伝子の発現を調べたところ、過剰発現体で
は遺伝子の発現が促進されており、RNAi 発現
抑制体では低温応答性遺伝子の発現が抑制
されていることが明らかとなった。 
 
②カルモジュリンはカルシウムの添加によ
り構造変化させることが知られている。この
ことはカルシウムの有無によって相互作用
の様相も変化する可能性があることを示唆
している。このことを確かめるため、
pull-down 法を用いた相互作用を調べた。組
換えタンパク質を調整し、ICE1と CMLの相互
作用を調べたところ、カルシウムの添加によ
って相互作用が強まった。逆にカルシウムの
キレート剤である EGTA を添加したところ、
相互作用は弱まった。これらのことから、
ICE1と CMLの相互作用はカルシウム依存的で
あると考えられる。 
 通常、植物は低温刺激によって細胞質及び
核内に一過的にカルシウムを放出して、カル
シウム濃度が上昇することが知られている。
上述のように ICE1 と CML の結合がカルシウ
ムによって強まったことを考えると、
ICE1-CML 結合が低温でも強まることが考え
られる。そこで、ICE1及び CMLを発現させて、
低温処理前後で共免疫沈降を行った結果、低
温処理後に相互作用が強まることが明らか
となった。 
 以上の結果から、CML は低温刺激によって
ICE1との結合を促進することによって、低温
シグナル及び低温応答を調節していると考
えられる。これまで、低温によって細胞内へ
のカルシウムの放出は分かっていたが、どの
ようにカルシウムの放出をデコードして低
温シグナル伝達へとつなげるかに関しては
全く分かっていなかった。今回 ICE1 と相互
作用する CMLが明らかとなったことで、この
CML がカルシウム放出から低温シグナル伝達
への受け渡しをしている可能性が考えられ
る。実際には CMLはシロイヌナズナにおいて
50 種類あるが、今回明らかにした因子が特異
的に ICE1 と相互作用するかどうかを明らか
にする必要がある。また、低温時におけるカ
ルシウム放出がどのようなメカニズムによ
って引き起こされるのかについても明らか
にする必要がある。これらの機構が明らかに
なれば、低温刺激によるカルシウム放出、そ
れに続くカルシウムシグナルのデコードと
低温シグナル伝達への受け渡しという、所謂
シグナル伝達の上から下までつながること
になる。本研究はその一翼を担っており、そ
のインパクトは非常に大きいと考えられる。 
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